Generation of hydroxyl radical by aqueous extracts of cigarette smoke and evaluation of the radical scavenging activity of antioxidants food against cigarette smoke hydroxyl radical by 八塚 美樹 et al.
富 山 医薬大医誌 13巻 1 号 2000年
原 著
タ バ コ 煙暴露溶液の紫外線照射 に よ る ヒ ドロキ シル ラ ジ
カ ルの同定及び抗酸化食品成分 に お け る 活性酸素消去能
八塚美樹 1 ） ， 田 津賢次 1 ） ， 伊藤佳代子 1 ） ， 並川 宏英 1 ） ， 小池 潤 1 )
安 田智美 1 ) ， 小林祐子 1 ） ， 梶原睦子 1 ） ， 加須屋寛 2） ， 斎藤智宏 3)
1 ） 富 山医科薬科大学医学部成人看護学 （急性期） 教室
2 ） 富 山 医科薬科大学医学部公衆衛生学講座
3 ） 富 山 医科薬科大学医学部第 2 外科講座
Generation of hydroxyl radical by aqueous extracts of 
cigarette smoke and evaluation of the radical scavenging 
activity of antioxidants food against cigarette smoke 
hydroxyl radical 
Miki Y ATSUZUKA 1 ) , Ke吋i T AZA WA 1 ) ,  Kayoko ITO 1 ) ,  Hirohide NAMIKA WA 1 ) , 
Jun KOIKE 1 ) , Tomomi YASUDA 1 ) ,  Yuko KOBAYASI 1 l ,  Mutsuko 
KAilWARA 1 ) ,  Minoru KASUYA2l ,  Tomohiro SAITOU3) 
Department of Adult Nursing (II) ! l ,  Department of Public Health 2 > , 2nd Department of Surgery3i 
Faculty of Medicine, Toyama Medical and Pharmaceutical University, Toyama, Japan 
Key words: ESR, hydroxyl radical antioxidants, Cigarette Smoke 
要 旨
タ バ コ 煙暴露溶液 に 対 す る 紫外線照 射 に よ る ・
OH 発生動態 と それ に対す る 抗酸化食品成分 の抑制
効 果 を ESR 法 を 用 い て検討 し た （抗酸化食品成分
は， Fenton 反応 に よ る ・ OH 発 生 に対す る 抑制率が
50 % 以上 の も の を使用 し た） 。 タ バ コ 煙暴露溶液に
紫外線照射 に よ る ESR の ス ペ ク ト ル は ・ OH の ス
ピ ン ア ダ ク ト で あ り ， そ の発 生 は， タ バ コ 煙暴露溶
液量， 補集流量， 紫外線照射時間 の増加 に 伴 い 大 き
く な っ た。 ま た ， · OH の 発生は， 長期 間 に わ た り
発 生 し ， 経時的 に 変化 し な い こ と が判 明 し た。 タ バ
コ 煙暴露溶液か ら の ・ OH 発 生 に 対 す る 抗酸化食品
成分に よ る 抑制効果は， ア ス コ ル ビ ン酸， ブルーペ
リ ー エ キ ス ， ア ッ プルペ ク チ ン の加熱処理 し た オ リ
ゴ糖 に抗酸化性 を 認めた。
は じめ に
生体内では様々 な化学反応や代謝 の過程 に お いて，
不対電子 を も っ 不安定で反応性 に 富 む フ リ ー ラ ジ カ
ルが生 じ る こ と が明 ら か に な り ， タ バ コ 煙 中 の フ リ ー
ラ ジカ ルが喫煙 由来の疾患 を お こ し て い る 可能性が
指摘 さ れて い る 1 ） 。 1983年， Pryor ら は， タ バ コ 煙 中
の タ ール成分か ら セ ミ キ ノ ン ラ ジ カ ルが生 じ て い る
こ と を 報告2） し ， 次 い で 1985年， ス ピ ン ト ラ ッ プ法
を 用 い て タ バ コ 煙 中 に ヒ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル （ ・
OH） の 生成 を 認め ， タ バ コ 煙 の 毒性 に 活性酸 素 が
関与 し て い る こ と を 示唆 し た 3）。 タ バ コ 煙 中 に 生成
し た活性酸素 の 生体への影響 に つ い て は， D N A の
損傷が喫煙者の ヒ ト 末梢 白 血球で認め ら れ る こ と ，
喫煙者の リ ポ蛋白 質が酸化 を う け る こ と な ど の報告
が さ れて い る 叫， へ ま た， 食 品 中 の抗酸化食品成分
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は， そ の 生理活性や疾病予防 に対す る 効果が注 目 さ
れ始 め て い る 。 生体 に お け る 活性酸素消去 メ カ ニズ
ム に は各種の抗酸化食 品成分が関与 し ， 乙 れ ら は消
化管よ り 吸収 さ れた後に血液中 に移行する こ と に よ
り 血清 中 あ る い は 各臓器の細胞 内 ， 細胞外液 に お い
て活性酸素 を消去 し て い る と考え ら れて い る 。 今回，
田 樺 ら の報告6 ）～10） に よ る 抗酸化食 品成分が市販タ
バ コ 煙 の 紫外線照射 に よ る ・ OH 発 生 に対 し て ， ど
の よ う に抑制効果 を示すか検討 し た 。
材料 と方法
I 材料
( 1 ） タ バ コ
使用 し た タ バ コ （ピース ： ニ コ チ ン2.4mg， タ ール
24mg， 日 本たば こ 産業） は市販品 を購入 し て試験に
供 し た。 タ バ コ 煙曝露溶液は捕集後 4 ℃暗所で保存
し た。
( 2 ） 抗酸化食品成分
田揮 ら の研究 に よ り 18）～22> Fenton 反応系 を用 い た ・
OH 発 生 に対す る 抑 制率が20.0mg/rri 濃度 に お い て50
% 以上 の 食品成分 を 主 に 使用 し た。 ま た ， 抗酸化食
品成分 と 比較検討す る 対照 と し て ア ス コ ル ビ ン酸 を
用 い て， · OH発生 に対す る 抑制率 を検討 した。
1 ） ア ス コ ル ビ ン 酸 は， 和光純薬試薬 の特級99.9 %
を使用 し た。
2 ） ア ッ プルペ ク チ ン 由 来 の ベ ク チ ン オ リ ゴ糖は，
Genu 社製 を使用 し た。
オ リ ゴ 糖 は ， 田 津 ら の 用 い た 方 法 と 同 様 に
Setereurn pe中urem ASP-4 B の 培養上清よ り 抽 出 さ
れ た endopolygalacturonase を 用 い て ， 酵 素処 理 し て
得 ら れ た polygalacぬronic acid よ り 調 製 し ， こ れ ら
を DEAE-Sephadex A・25 に よ り 精製 し た も の を 分析
に 用 い た 。 さ ら に Pectinase-GODO endo-PG （ 合 同
酒精） によ り 酵素反応を行い， 限外慌品中空糸モジュー
ル に よ り ， oligosaccharide と し ， 平 均 重 合度 に よ り
POS-LL (26.6) , POS-L ( 19.9) , POS-M ( 14.6) , POS­
s (4. 1 ） の 4 群 に 分 け た 。 さ ら に POS-S 分画 を 12 1
℃ ， 30分間熱処理 し た も の を ， POS-H (5.4） 分画 と
し て測定 に用 い た 。
3 ） ア ッ プル フ ァ イ バ ー は， り ん ご を 圧搾 し ， 果汁
分 を 除去後， そ の パルプ を乾燥， 粉末化 し た ニ チ ロ
中 央研究所製 を使用 し た 。
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4 ） キ チ ン オ リ ゴ糖， 低分子キ ト サ ン （SK-2） は，
甲 陽ケ ミ カ ル株式会社製 を使用 し た。 キ ト サ ン オ リ
ゴ糖 （YSK） は， 焼津水産製 を使用 し た。
キ チ ン オ リ ゴ糖は， N・ ア セ チルグル コ サ ミ ン が 2
～ 7 個結合 し た も の で， キ チ ン を 塩酸で部分加水分
解 し た オ リ ゴ糖で あ る 。 キ ト サ ン オ リ ゴ糖， 低分子
キ ト サ ン （SK・2） は， キ ト サ ン を 塩酸で部分加水分
解 し た グル コ サ ミ ン が結合 し た オ リ ゴ糖で あ る 。
5 ） ブルーペ リ ーエキス粉末は， 野生種ブルーペ リ ー
か ら エ タ ノ ール抽出 し た後に， 凍結乾燥 し た 常磐化
学研究所製を使用 し た。
と れ ら 食 品 成 分 の 調 整 は ， 蒸 留 水 に 溶解 さ せ ，
20.0mg!me濃度水溶液 を 作成 し， 3000 回転， 5 分間 の
遠心分離 に か け た 上清を， 更 に 上清を希釈 し な が ら ，
2.0mg/rri, 0.2mg/rri濃度 に調整 し測定 に使用 し た。 濃
度調整は賓城 ら の報告II） を も と に お と な っ た。
( 3 ） ス ピ ン ト ラ ッ プ剤
ス ピ ン ト ラ ッ プ 剤！ と し て は ， 5β－dimethyl-1・
pyrroline-N・oxide (DMPO) （同仁化学研究所， 熊本）
を用 い た。
II 実験装置
( 1 ） タ バ コ 煙捕集装置
ミ ゼ ッ ト イ ン ピ ン ジ ャ ー 集 塵 管 セ ッ ト
(SIBATA） の Flow Meter を Low あ る い は High に
設定 し ， 市販タ バ コ 一本の主流煙 を37℃ に 一定 に し
た超純水25rri fご気泡通過 さ せ捕集 し た （図 1 ） 。
( 2 ） 紫外線照射装置 と 方法
全量200 J1 R, の サ ン プ ル に 8.9M DMP020 J1 R, を
加 え て ， こ れ を 測定容器 に と り ， 365nm の 出 力 4 ×
10 3 joule/ m2 /min. の 紫 外 線 照 射 装 置 （UVPC・70G,
・佐ーーー
火のつい た タ バ コ
司長一一
ポ ン プ
フ ロ ー メ ー タ ー 恒温槽
図 1 タバコ煙の採取装置
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Ultra-Violet Product Ltd., USA） の 中 央 に 静置 し ，
光源か ら 1 5cm の位置で， 5 分間照射 し た。
( 3 ) ESR (Electron Spin Resonance） 測定機器
日 本電子製 JES-FR30 を 用 い， 有効サ ン プル量 160
t. d の 石英 肩 平 水 溶 液 セ ル (JOEL LLC・04A ESR 
cuve悦） を使用 し た。
III 実験方法
( 1 ） タ バ コ 煙暴露溶液の紫外線照射 に よ る ラ ジカ
ルのス ピ ン ア ダク ト の分析
市販 タ バ コ 一本 の主流煙 を 気泡通過 さ せた超純水
（以下 タ バ コ 煙暴露溶液 と い う ） を 用 いて， DMPO
濃度， 紫外線照射時間， タ バ コ 煙暴 露溶液量， タ バ
コ 煙補集流量， 補集後 の 経過 日 数 の 違 い等各条件 を
変化さ せて， 発生する ラ ジ カ ル の ス ピ ン ア ダ ク ト を
分析 し た。
ESR ス ペ ク ト ル の 変 化 は ， 内 部 標 準 の MnO
(manganese oxide） 信 号 の 高 さ を コ ン ト ロ ール と し
て サ ン プル の 信号 の 高 さ を 相 対強度 R.I. (Relative 
Intensity） と し て算出 し た。
( 2 ） タ バ コ 煙曝露溶液 に お け る 紫外線照射 に よ る
ラ ジ カ ル発生 に対す る 食品成分 の抑制効果
1 ） タ バ コ 煙曝露溶液の紫外線照射 に よ る ラ ジカ ル
発生 に対す る 抑制率
タ バ コ 煙暴露溶液 100 /l £ に ， サ ン プル 100 /l £ を
加え， 8.9M DMPOの20 11 £ を加えて， 全量を220 11 £
と し て撹梓 し ， 5 分 間 の 紫外線照射後， ESR を 用 い
てそのス ピ ン ア ダ ク ト を分析 し た 。
2 ） ス ピ ン ア ダ ク ト 抑制率の 計算法
食品成分 を添加 し た後に抗酸化機能があ る 場合，
ス ピ ン ト ラ ッ プ剤 と 競争反応が起 こ り ， ス ピ ン ア ダ
ク ト 量が減少す る こ と を基準と し た 。 即 ち ， タ バ コ
煙曝露溶液 100 /l £ に超純水 100 11 £ を 加 え た 時 の ス
ピ ン ア ダ ク ト 量 を コ ン ト ロ ール （Relative intensity 
of control : R.I.c） と し ， タ バ コ 煙曝露溶液 100 /l £ 
に 食品成分100 /l £ を 加 え た 時 の ス ピ ン ア ダ ク ト 量
を （Relative intensity of sample : R.I心 と し て， 以
下の よ う に 食 品成分 に よ る ラ ジ カ ル抑制率 を 計算 し
た。
ラ ジ カ ル抑制率＝
{1 - R.l.s/R.I.c｝ × 100 
尚， ESR の測定条件は， 次 の と お り で あ る 。 磁場
掃 引 幅 （magnetic field) : 335.6mT マ イ ク ロ 波 出 力
(power) : 4 mW 応答時間 （response time) : 0 . 1秒磁
場変調 （moduletion) : O. lmT 測定温度 ： 22℃増幅率
(amplitude) : 79掃 引時間 （sweep time) : 2 分
3 ） 統計学的処理
タ バ コ 煙曝露溶液の紫外線照射 に よ る ラ ジ カ ル発
生 に 対す る 食品成分の抑制率 の 比較 に は， 解析 ソ フ
ト Statview4.5 を 用 い ， 分 散 分 析 （ 多 重 比 較 検 定
Scheffes 法） を 用 いて行っ た。
結 果
( 1 ） タ バ コ 煙暴露溶液の紫外線照射 に よ るラ ジ カ
ル の ス ピ ン ア ダ ク ト の 同 定
タ バ コ 煙暴露溶液 に お け る 5 分間の紫外線照射に
よ る ラ ジ カ ル の ス ペ ク ト ルは， 1 : 2 : 2 : 1 の 4
本 の シ グナルが認め ら れ， ス ペ ク ト ルか ら hfs 定数
は α N＝ α H=l .49mT と な り ・ OH の ス ピ ン ア ダ ク ト と
同 定 し た 。 こ の ラ ジ カ ル の ス ペ ク ト ル は， 50mM
H 2 0 2 の 75 /l £ に 超純水 1 25 /l £ と 0.89M DMP020 /l 
t を混和 し ， 全 量 を 220 /l £ と し て 撹梓 し， 上記の方
法で 5 分間 の紫外線照射 し た 時 の ・ OH の ス ペ ク ト
ル と 同様 の ス ペ ク ト ルで あ り ， · OH の ス ピ ン ア ダ
ク ト と 決定で き た （図 2 - A , B ） ＇ヘ
A) 
B) 「
図 2 紫外線 5 分間照射に よ る DMPO・spin adduct の
ESR スベク トル
A ： タバコ短曝露溶渡 1 00 tt2 ， 超純水1 00 tt2 , 8.9M 
DMP020 µ..e 
B : 50mMH,0,75 µ.2 ， 超純水1 25 µ.2 , 0.89M DMP020 µ.2 
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タ バ コ 煙 暴 露 溶 液 の 紫外線照射 に よ り 発 生 す る
・ OH の R.I. は ， 0.89M DMPO 濃 度 で は 0. 12 1 ,
1 .78M DMPO 濃度で は 1 .014, 4.45M DMPO 濃度で
は2.078, 8.9M DMPO 濃 度 で 3.337 と 濃度 が濃 く な
る ほ ど 大 き く な っ た （ 図 3 - A,  B ,  C ,  D ） 。 紫
外線照射時間差 に よ る ・ OH の R.I. は， 0 分間では0.
103, 1 分間 で は0.4295, 2 分間で は 0.858, 3 分間で
は 1 .422, 5 分間で は2 .034, 10分間で は4.295, 1 5分間
で は4.379 と 照 射 時 間 が延長す る ほ ど 大 き く な っ た
（図 4 - A, B ,  C ,  D ,  E ,  F ） 。 用 い る タ バ コ 煙
暴露溶液 量 の 変 化 で は ， R.I. は， タ バ コ 煙 暴露溶液
0 µ， £ で は0.460, 25 µ, £ では0.860, 50 µ, £ で は 1 . 182,
100 µ, £ で は 1 .759, 200 µ， £ で は2.450 と ， タ バ コ 煙暴
露溶液量が多 い ほ ど大 き く な っ た （ 図 5 - A, B ,  
C ,  D ,  E ） 。
タ バ コ 煙 補 集 流 量 の 違 い に 伴 う ・ OH の R.I. は
High Flow に し た場合 は2.623, Low Flow に し た 場
合 は 1 .095で， High Flow に し た 場合 に は， ・ OH 発
生が大 き か っ た （図 6 - A, B ） 。
タ バ コ 煙暴露溶液補集後 の経過 日 数の違 い に よ る
A) 
B) 
C) 
Dl 
図 3 紫外線 5 分 間 照 射 に よ る タ バ コ 煙曝露溶漉
1 00 µ,fl ， 超純水1 00 µ, fl の DMPO 濃度の変化 に
伴う ESR ス ペ ク ト ル
A :  DMPO 濃度 8.9M B : DMPO 濃度4.45M
C : DMPO 濃度1 .78M D : DMPO 濃度0.89M
· OH の R.I. は， 24時間後で は2.094, 26 日 後で は 1 .8
60, 46 日 後では2.148 と ほ と ん ど変化 し なか っ た （図
7 - A, B ,  C ） 。
A) 
B) 
C) 
nυ 
E) 
円
G) 
図 4 - a タ バ コ 煙曝露溶液 1 00 µ. fl ， 超純水 1 00
µ, fl  , 8.9M DMP020 µ, fl の紫外線照射時閣
の違い に よ る ESR スペク トル
A ： 照射 0 分間 B ： 照射 1 分間 C ： 照射 2 分間
D ： 照射 3 分間 E ： 照射 5 分間 F ： 照射10分間
G :  1 5分間
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A) 
C) 
図 5 紫外線 5 分間照射 に よ る タ バ コ 煙曝露溶液の
添加溶渡量の違い に よ る ESR スペク トル
A) 
A ： タ バコ 煙爆窟溶液 0 µ.R, ， 超純水200 JJ.R, , 8.9M DMP020 u.e 
B ： タバコ煙曝露溶液25 µ.R, ， 超純水175 µ.R, , 8.9M DMP020 u.e 
C ： タバコ 煙醸露湾渡50 µ.R, ， 超純水150 µ.R, , 8.9M DMP020 u.e 
D ： タバコ煙曝露溶液100 µ.R, ， 超純水100 µ.R, , 8.9M DMP020 µ.R, 
E ： タバコ煙曝露湾液2oou.e ， 趨純水 0 µ.R, , 8.9M DMP020 u.e 
q rt1r�十
図 7 紫外線 5 分間照射 に よ る タ バ コ 煙曝露溶液
1 00 JL.e ， 超純水1 00 JL.e , 8 .9M DMP020 JL.e の補
集後の経過 日 数の違い に よ る ESR スペク トル
A ： 補集後24時間後 B ： 補集後26 日 目 C ： 補集後46 日 後
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図 6 紫外線 5 分間 照射 に よ る タ バ コ 煙曝露溶液
1 00 JL.e ， 超純水1 00 J,L.e , 8 .9M DMP020 µ.e の補
集流量の違い に よ る ESR スベク トル
A : Low Flow B : High Flow 
( 2 ） タ バ コ 煙曝露溶液 に お け る 紫外線照射に よ る
ラ ジカ ル発生 に対する 食品成分の抑制効果
1 ） ア ス コ ル ビ ン酸 の ラ ジカル発生 に対する 抑制効
果
各濃度 の ア ス コ ル ビ ン酸 を タ バ コ 煙曝露溶液 に添
加 し た 場合は， 同 定 さ れた ・ OH 発生抑制率 （%）
は， O . lmg/me で は98.4, O.Ol mg/me で は97.2, 0.005mg/me 
で は27 .3, 0.0025mg/meで は24.5, O.OO lmg/me で、 は － 0. 5
と 濃度依存的に抑制増強を示 し た （図 8 ） 。
2 ） ア ッ プルペ ク チ ン 由来オ リ ゴ糖類 と ア ッ プル フ ァ
イ パー の ラ ジ カ ル発 生 に対す る 抑制効果
ア ッ プルペ ク チ ン 由来オ リ ゴ糖類 と ア ッ プル フ ァ
イ バ ー を 20.0 mg/me 濃度 に し て タ バ コ 煙 曝露溶液 に
添加す る と ， 同定 さ れた ・ OH 発 生抑制率 （ % ） は，
高 い も の か ら POS-H で は63.4， ア ッ プルベク チ ン 由
来オ リ ゴ糖で は55.7, POS-S で は9.8の 抑制効果 を 示
7:a.:lJ�ピン・
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図 8 タバコ 煙曝露溶液の紫外線照射 に よ る ヒ ド 口
キシルラ ジカル発生に対す る ア ス コ ル ビン酸の
抑制効果
hydroxy l radical in Cigarette Smoke 
し た が， 逆 に ア ッ プル フ ァ イ バ ー で は － 24.2 と 抑 制
効果 を示さ な か っ た。
3 ） キ チ ン ・ キ ト サ ン オ リ ゴ糖 の ラ ジ カ ル発生に対
す る 抑制効果
キ チ ン ・ キ ト サ ン オ リ ゴ糖類 を 20.0mg/ me 濃度 に
し て タ バ コ 煙 曝 露溶 液 に 添加 す る と ， 同 定 さ れ た
・ OH 発 生抑制率 （%） は， キ ト サ ン オ リ ゴ糖混合
物 （YSK） で は33.6， 低分子キ ト サ ン SK・2 （ 甲 陽）
で は27.7， キ チ ン オ リ ゴ糖 （ 甲 陽） は － 6 1 .5 と 逆 に
o.z司／柑
Z.（）哩，d
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図 9 タバコ煙曝露溶渡の紫外線照射に よ る ヒ ド 口
キシルラジ力ル発生 に対す る ブルー ペ リ ー エ キ
ス の抑制効果
MGN-3-M 
MGN・3-L
MGN・3
MD コ ラ ヲ シ ョ ン
舞 いたけ水煮エキス
It燥縄いたけ粉末
7 γ プル フ ァ イパー
キ ト サ ンオ リ ゴ栂混合物
低分子キ ト サ ンSK・2
キチンオ リ ゴ細 器三翠翠翠恋翠翠亙霊
抑制効果 を 示 さ な か っ た。
4 ） ブルーペ リ ー エキス の ラ ジ カ ル発生に対す る 抑
制効果
タ バ コ 煙曝露溶液 に ブルーペ リ ーエキス を添加す
る と ， 同定さ れた ・ OH 発生抑制率 （%） は， 20.0mg/
me濃度では83.5, 2.0mg/me では 30.5, 0.2mg;meでは10.1
と 濃度依存的 に抑制効果が増強 し た （図 的 。
今回， タ バ コ 煙曝露溶液の紫外線照射 に よ る ラ ジ
カ ル発 生 に 対 し て20.0mg/me濃度 に お い て， ブルーペ
リ ー エキス （83.5 %) , POS-H (63.4%） ， ペ ク チ ン オ
リ ゴ 糖 （55.7 % ） の 順 に 強 く ， 他 に 比 較 し て 有 意
(pく0.05） に 抑 制 率 が 高 い こ と が 明 ら か に な っ た
（図 10） 。
考 察
( 1 ） タ バ コ 煙暴露溶液の紫外線照射 に よ る ラ ジ カ
ルのス ピ ン ア ダク ト の 同定
今 回 の 実験 に よ り ， タ バ コ 煙暴露溶液 の紫外線照
射 に よ る ESR ス ペ ク ト ルは ・ OH の ス ピ ン ア ダ ク
ト と 同定 さ れた。 DMPO 濃度 に つ い て は， 0.89M 濃
度で測定す る と ， R.I. は0. 12 1 と ラ ジ カ ル の ス ピ ン ア
ダ ク ト 量が十分 に補捉 で き な い た め， DMPO 濃度 を
ベ ？ チ ン オ リ ゴ樋 同地岬四百端君臨溺雌捕時柑凶盟国町回油描凶 事
POS·M 
POS-L 
POS·LL 
POS・H
POS-S 
ブルー ベ リ ー エ キ ス
（ サ ン プルは20.0崎／叫。 ・40 ·20 。 20 
相理事顧詩画雨量露属属
40 
；再均みふヲ�－＇
60 80 
mean土S.E n・3
* Pく0.05
1 00 ・ 0 H 仰申1J:i; ( % )  
図 1 0 タバコ 煙曝露溶液の紫外線照射 に よ る ヒ ド ロ キシルラ ジカル発生 に対する抗酸化食品成分の
抑制効果の比較一覧
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安 定 な ・ OH の ス ピ ン ア ダ ク ト 量 を 得 る 8.9M を 用
い る こ と と し た。
紫外線照射時 間 に つ い て は， 0 分間 か ら 10分間 ま
で照射時間 と と も に ス ピ ン ア ダク ト 量が大 き く な り ，
10分聞か ら 1 5分間 に お い て は ， R.I. の変化は ほ と ん
ど認めなか っ た。 今回の タ バ コ 煙暴露溶液 の紫外線
照 射 に よ る ・ OH の R.I. は， 照 射時 間 1 0分 間 で 最 も
大 き く な っ た が， 5 分間 の 紫外線照 射 に お け る R.I.
が， H 2 0 2 を 用 い た 対 照 の ・ OH 発 生 系 の 5 分 間 照
射 と 同程度であ る た め 5 分間照射 を 用 い た。
タ バ コ 煙暴露溶液量は多 く な る ほ ど， ま た ， 捕集
流量はそ の流速が速 く な る ほ ど発 生 ラ ジ カ ル に よ る
ス ピ ン ア ダ ク ト 量が大 き く な っ た。
こ れ ら の結果か ら ， タ バ コ 煙暴露溶液の紫外線照
射 に よ る ラ ジ カ ル測定 に は， 有効サ ン プル量160 /1 € 
の石英肩平水溶液セル容器で測定す る こ と も考慮し，
タ バ コ 煙 暴 露 溶 液 量 を 100 /1 仁 サ ン プル 量 を 100
11 € ,  DMPO 量 を 20 11 € ， 補集流量を Low Flow と 設
定 し た。
紫外線照射 に よ る タ バ コ 煙暴露溶液補集後の経過
日 数 の違 い に よ る ラ ジ カ ル の R.I. は， 24時間後， 26
日 後， 46 日 後で も ほ と ん ど変化 し な い た め， タ バ コ
煙暴露溶液か ら 生 じ る ラ ジカ ル発生源は期 間 を経て
も なお安定な形で存在 し て い る こ と を意味 し て い る 。
こ れ ら 種 々 の 条件設定か ら ， タ バ コ 煙暴露溶液の
紫外線照射 に よ る ラ ジ カ ル発生 に対す る 食品成分の
同定 さ れた ・ OH 抑制効果 を検討す る に あ た り ， タ
バ コ 煙 暴 露 溶 液 1 00 /1 € に 超 純 水 100 /1 R, を 加 え ，
8.9M DMP020 /1 € を 加 え て ， 全 量 を 220 /1 € と し て
撹枠 し ， 5 分間 の紫外線照射後， ESR を 用 い て 発 生
し た タ バ コ 煙曝露溶液 の ス ピ ン ア ダ ク ト 量 を標準 と
し て用 い， と の ・ OH 発 生 に対する 食品成分の抑制
効果 と し て検討 し た。
( 2 ） タ バ コ 煙曝露溶液 に お け る 紫外線照射 に よ る
ラ ジ カ ル発生に対す る 食品成分の 抑制効果
一般 に抗酸化物質 と し て は， 生体 内 防御機構の側
面か ら フ リ ー ラ ジ カ ル補捉作用 ， 一重項酸素消去作
用， 金属キ レ ー ト 作用 を 有する も の に 大別 さ れ る 。
ま たその 成分や素 材 に よ っ て も ， 酵素系， 非酵素系，
低分子物質の抗酸化物質 と し て分類 さ れ て い る iヘ
生体 内 防御機構は， フ リ ー ラ ジ カ ル の 生成 を抑制
す る 機構 （予 防 的抗酸化物） ， 生成 し た フ リ ー ラ ジ
カ ル を 速やか に 消去す る 機構 （ ラ ジカ ル補捉型抗酸
化物） ， フ リ ー ラ ジ カ ル に よ っ て障害を受けた DNA,
脂質， 蛋 白 等 を修復 ・ 再生す る 機構 （修復 ・ 再生機
構） と い う 三段階の防御機構 に よ っ て 自 ら を護 っ て
い る 叫 と 言われ， 今回使用 し た ア ス コ ル ビ ン酸 は ラ
ジカ ル補捉型抗酸化物 と し て代表的な抗酸化物質 と
さ れて い る 。
タ バ コ 煙曝露 に よ り 血策中 の ア ス コ ル ビ ン酸量が
低下 し ， 脂質 ヒ ド ロ ペルオキ シ ド の 生成が認め ら れ
る こ と や， さ ら に ア ス コ ル ビ ン酸 の 添加 に よ っ て タ
バ コ 煙暴露 に よ る 酸化的ス ト レ ス が抑制 さ れ る こ と
は報告 さ れ て い る 15） . へ 今回 の検討か ら も ， タ バ コ
煙曝露溶液 の紫外線照射 に よ り 同 定 さ れた ・ OH 発
生 に 対 し て は， ア ス コ ル ビ ン 酸濃度0.0 lrng/m€ に お い
て も 97.2 と 高 い 抑制効果 を 認め る こ と か ら ， ア ス コ
ル ビ ン酸 の補充療法が裏付け ら れた と 思わ れ る 。
日 常摂取す る 食品 中 に含 ま れ る 抗酸化物質 の 中 で，
ア ス コ ル ビ ン酸 は， 普遍的 に存在す る 水溶性化合物
で， 特 に 果物類， 緑黄色野 菜 に 多 く 含 ま れ， 摂取 し
やす い抗酸化食 品であ る 17） 。 ま た， ア ス コ ル ビ ン 酸
は 天然物 と 合成物が構造的 に 同一で し か も 効果 も 同
様で あ る た め， 食品か ら の 摂 取 と 同時に 薬剤 と し て
の摂取 も 可能であ り ， こ の こ と はたばこ の フ ィ ルタ ー
へ の薬剤の応用 も 考 え る こ と がで き る 。
さ ら に今回， 田 揮 ら の研究 6）～川 に お い て活性酸素
抑制効果の認め ら れて い る 食品成分 を使用 し て， タ
バ コ 煙曝露溶液の紫外線照射 に よ る ラ ジ カ ル発 生 に
対する 抗酸化作用 と し て の抑制効果 を検討 し た結果，
ベ ク チ ン オ リ ゴ糖の分画では， 加熱処理 し た POS-H
(63.4% ） ， ア ッ プルペ ク チ ン か ら 抽 出 さ れた ベ ク チ
ン オ リ ゴ 糖 （55.7 % ） が ， 他 に 比 較 し て 有 意
(pく0.05） に抑制効果が強い こ と が明 ら か に な っ た。
田 津 ら は， ア ッ プル ペ ク チ ン に お け る 大腸癌発生抑
制， 肝転移抑制， さ ら に 門脈系 の ス カ ベ ン ジ ャ ー効
果の 関 与 に つ い て報告 し て い る 6）～ へ そ の 中 で ア ッ
プルペ ク チ ン か ら 抽出 さ れた ベ ク チ ン オ リ ゴ糖は用
量依存的に活性酸素消去活性が増強す る こ と や， 抽
出 オ リ ゴ糖 の 重合度に よ る 4 分画では最も 重合度 の
低い分画に活性酸素抑制効果が強 く ， さ ら に 加熱処
理後 に お い て は SOD 様活性 と し て は 5 倍 に 増 強 し
て い る と 報告 し て い る 6トヘ タ バ コ 煙曝露溶液の紫
外線照射に よ る ラ ジ カ ル発生 に対す る 抑制効果 の検
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討で も ， Fenton 反応 系 に よ る ・ OH 発 生 に対す る 抑
制効果 と 同様， ア ッ プルベ ク チ ン か ら 抽出 し た ペ ク
チ ン オ リ ゴ糖， 分画 ・ 加熱処理 し た POS-H に お い
て強い抑制効果があ る こ と が明 ら か に な っ た。 こ の
こ と は， ア ッ プル ベ ク チ ン の 大腸癌発生抑制， 肝転
移抑制， 門脈系 の ス カ ベ ン ジ ャ ー効果の 関 与以外に
も ， さ ら に 喫煙 に よ る 発癌作用 に対 し て も 抑制作用
を 示 し て い る 可能性があ り ， 肺癌発生抑制 に対する
作用機序の 一端 を 担 う 役割 を果た し て い る 可能性が
考え ら れ る 。 今 回検討 し た 食品成分 の 中 で強い抗
酸化作用 を 示 し た ブルーペ リ ー エ キ ス は， Fenton 反
応系 に よ る ・ OH 発 生 に 対す る 抑 制効果 と 同様， タ
バ コ 煙曝露溶液の 紫外線照射 に よ る ラ ジカル発生に
対 し て， 高 い抑制効果 を 認めた。 ブルー ペ リ ーエキ
ス はベ ンゼン環 に 複数の水酸基 を も っ ポ リ フ ェ ノ ー
ル類 に 含 ま れ る 抗酸化食品成分で， ブルー ペ リ ー以
外ではハ ー ブ， 茶， 柿， 蓮根， き い ち ご類な ど に も 多
く 含 ま れ， 最近そ の抗酸化性が注 目 さ れて い る 。 ブ
ルーペ リ ー エキ ス は， 低比重 リ ポ 蛋 白 の酸化を抑制
す る 作用 が あ り ， 他の抗酸化物質 と の 比較 に よ り ビ
タ ミ ン E の 10倍の活性， 茶 タ ン ニ ン に 匹敵す る 活性
が あ る と 認 め ら れて い る 18）・ へ 今 回 の 結果か ら も ，
20.0／濃度の抗酸化食品成分 に お い て 最 も 高 い83.5%
の抑制効果 を 認 め た。
一方， ア ッ プル フ ァ イ バー及びキ チ ン オ リ ゴ糖は，
Fenton 反応系 に よ る ・ OH 発 生 に 対 し て は 抑 制 的 に
作用 す る が， 逆 に タ バ コ 煙曝露溶液の紫外線照射に
よ る ラ ジ カ ル発 生 に 対 し て は抑制効果 を示 さ なか っ
た。 キ ト サ ン オ リ ゴ糖 に お い て も ， Fenton 反応系 に
よ る ・ OH 発 生 に 対 し て 強 い 抑制効果 を示 し て い る
が， タ バ コ 煙曝露溶液の紫外線照射 に よ る ラ ジ カ ル
発生に対 し て は抑制効果は30.0 % 代 に と ど ま っ た。
今回検討 し 得 た 食品成分 に お い て は， ア ス コ ル ビ
ン酸， ア ッ プルペ ク チ ン か ら 抽 出 し た ペ ク チ ン オ リ
ゴ 糖 ， ペ ク チ ン オ リ ゴ 糖 を 分 画 ・ 加 熱 処 理 し た
POS-H， ブルー ペ リ ーエ キ ス に タ バ コ 喫煙 に 由来す
る 活性酸素を消去す る 作用 があ る こ と か ら ， タ バ コ
喫煙に 関連す る 疾患の発症 に対 し て， そ の 予 防対策
と し て， こ れ ら 抗酸化作用 を なす食品成分の摂取が
推奨さ れ る と 考 え ら れ る 。 ま た 反対に， タ バ コ 煙曝
露溶液 の紫外線照射 に よ る ラ ジ カ ル発 生抑制効果 を
示 さ な か っ た 食 品成分 に つ い ては， そ の メ カ ニズム
の解析は今後 の課題 と し たい。
総 括
タ バ コ 煙 暴 露 溶 液 に 対 す る 紫 外 線 照 射 に よ る
ESR の ス ベ ク ト ルは ・ OH の ス ピ ン ア ダ ク ト で あ り ，
そ の ・ OH の 発 生 は， タ バ コ 煙暴露溶液量， 補集流
量， 紫外線照射時間 の増加に伴 い 大 き く な り ， ・ OH
を発生 さ せ る 物質 は， 安定で経時 的 に 変化 し な い こ
と が判明 し た。
タ バ コ 煙暴露溶液の紫外線照射 に よ る ラ ジ カ ル の
発 生 に 対す る 食品成分 に よ る 抑 制効果は， ア ス コ ル
ビ ン酸， ブルー ペ リ ー エ キ ス ， ペ ク チ ン オ リ ゴ糖 を
分画 ・ 加熱処理 し た POS-H， ア ッ プルペク チ ンか ら
抽出 し たベ ク チ ン オ リ ゴ糖 に抗酸化作用 を認めたが，
ア ッ プル フ ァ イ パー， キ チ ン オ リ ゴ糖 に は抗酸化作
用 を認めなか っ た。
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summary 
Aqueous extracts of cigarette smoke produced hy­
droxyl radicals using the ultraviolet irradiation (UV) 
by an electron spin 回pping technique (ESR) . 5,5’－ 
dimethyl-I・pyroline-N-oxide (DMPO) mas used as a 
spin trap. The ESR spec仕um of DMPO・OH adduct 
increased with the solution quantity of aqueous ex・
tracts of cigarette smoke, the irradiated time of UV, 
and the high flow rate of cigarette smoke. The ESR 
spec甘um of DMPO・OH adduct occurred over a long 
time period 佃d did not alter on a day to day basis 
Ascorbic acid, blueberry ex仕acts， 組d pectine 
oligosaccharide 企om apple pectin after heating of 
Pos-S ( 1 2 1 ℃ for 30min) , all inhibited cigarette 
smoke hydroxyl radical using UV and were recog­
nized as foods with antioxidative property. 
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